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．緒　言

　ホ ヤ 喘息 は カ キ の 養殖従業老に 発生す る典型的な 1

型 ア レ ル ギ
ー

に よ る職業性気管支喘息で あ る，賜 城

ら
1）一吻 よホ ヤ 抗原 を化学的，免疫学的手技に よ り精製

し，精製抗漂 D ，Gi・rep ，　EiM を分離 して い る。ホ ヤ 精

製 抗原 D は皮内反応，粘膜反応と もに 陽性を示す
3｝．一

方，Gi・rep ，　EiM は 皮内反応陽性，粘膜 反応陰性 であ

り，減感作療法 に 用 い られ て 著効を得て い る
4］−6，．ホ ヤ

抗原 の 抗原性 の 検索は，皮内反応，皮内反応閾値 ， 吸

入誘発試験，RAST 法 に よ り行わ れ て きたが ，抗原添

加 に よ る試験管内 ヒ ス タ ミ ン 遊離 に つ い て は まだ報告

さ れ て い な い ．試験管内 ヒ ス タ ミ ン 遊離試験は ，原囚

抗原 に よ っ て 末槽 血 好塩基球 か ら遊離し た ヒ ス タ ミ ソ

を生化学的 に 測定 で きる．し か し ヒ ス タ ミ ン 遊離率と

RAST 偃 の 相関関 係 の 有無 に つ い て は 必ず し も有意

の
一

致をみ て い な い
T ｝
−9 ｝．

　著者 らは，試験管内 ヒ ス タ ミ ン 遊離試験 に お い て ホ

ヤ 粗抗原，ホ ヤ 精製抗原 D ，Gi・rep ，　EiM が ヒ ス タ ミ γ

をどの 程度遊離す る か，遊離す る ヒ ス タ ミ ソ 量 は
， 添

加す る ホ ヤ 抗原濃度 に 比例す る か，さ らに は 各 ホ ヤ 抗

原間で ヒ ス タ ミ γ 遊離 に 差がある か 否 か に つ い て検討

した ．

Abbreviations ：　Hank ”

s　 BSS　 Hank ’
s　 balanced

salt 　 soi ロtbn ；　RAST 　radioaliergosorbent 　 test；

PN 　protein　n 正trogen

対　象

　ホ ヤ喘息患者 12例 （男 1例，女 ll例）を対象と した．

年令は 33才 よ 072才 ま で （平均52．7才） で あ り，減感

作療法施行期間 は 1年か ら 8 年間（平均 3．6年）で ある．

減感作療法に 用 い た 抗原 は ，精製抗原 Gi・rep 　5例，

EiM 　 7例 で ある．

方　法

　D 添加 抗原濃度

　ホ ヤ 糧抗原 液 は 20倍液 （島居薬品 、
PN 量 13．7μg／

ml ）か ら106倍液まで ，ホ ヤ 精製抗原 （D ，　Gi−rep ，　EiM）

は それぞれ102倍 （10mgXmD か らlos倍液まで の 各濃

度の 抗原液を添加 に 用 い た ．

　 2）検体 の 処理，

　採血は heparin処理 した 注射器で 肘静脈 よ り静 か に

行 い ，pelyethylene　tube に 移 し た の ち静か に 転倒混和

し た．

　3）全血 法 に よ る試験管 ヒ ス タ ミ γ 遊離試験
1°｝

　 Hank ”
s　BSS （千葉 県血 清研究所製）1．5ml を入れ た

試験管に ， ユ）に 示 し た 各種 ホ ヤ 抗原液を濃度別 に 0・05

ml と対照 と し て 生理的食塩液0．05mi を添加し ，
37℃

10分間 P・ei・cub ・t・ し た．こ れ 1こ h・p・・i・ 処理 した血

液 1m1 を各反応 液中 に 加 え，37℃ で 30分間 incubate
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したの ち，750Xg で 10分間遠沈 した ．えられた上清1．5

皿 llこ IN 　HCIo ‘ 1ml を 加 え，25000× g で 30分間遠沈 し

て 除蛋白 し，そ の 上清部分 の ヒ ス タ ミ ソ を測定 し た．

抗原添加 血 液の 上 清 ヒ ス タ ミ ソ 値 か ら対照 と し た 生 理

食塩液添加血液 の 上 清 ヒ ス タ ミ γ 値 を引 い た値 を遊離

ヒ ス タ ミ ン 値 と した．

　全血 ヒ ス タ ミ ソ 値 の 測定は，Hank ’
s　BSS 　l．5mi を

入れ た 試験管 に 生 理食塩液O．05ml を添加 し37℃ で 10

分間preincubate し，こ れ に heparin処理 し た 血 液や 1

m 】を反応液中 に 加 え， 37℃ 3  分間 incubateし，その

後た だ ち に
一4e℃ に 凍結 し，つ い で 溶解 させ た の ち 測

定した．な お ヒ ス タ ミ ソ 遊離率は
， 全 血 ヒ ス タ ミ ン 値

に 対す る遊離 ヒ ス タ ミ ン 値の 百 分率 と し て 下記 よ り求

め た．

遊離 ヒ ス 処 ノ 量一b［ank 量一
対 照 遊離 ヒ ス タ ・γ 量

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 x ユ00
　 　 　 　 全血 ヒ ス タ ミ ソ 量一blank量

4） ヒ ス タ ミ ン の 抽出 お よ び測定

　ヒ ス タ ミ ン の 抽 出 お よ び測定は 小松 に よ る Shore

らの 改良法
12 ）

を用 い て 行 っ た ．

成　績

　1．各種 ホ ヤ 抗原 名濃 度 添加 に よ る ヒ ス タ ミ ア 遊離

量 （表 1）

　1） ホ ヤ 粗抗原 ， 精製銃原 D ，Gi−rep に よ る ヒ 入 タ ミ

γ 遊離量 は，ホ ヤ 粗抗原20焙液 で 34．  ± 8．lng／ml ，
ホ

ヤ精製抗原 DIOz 倍液 で 18．5± 5．5ng／ml ，　Gi−rep 　10：

倍液で 31．8± 9．1ng／ml と最大 の ヒ ス タ ミ ン 遊雑 を 示

し，お の お の の 抗原 を 希釈す るに した が い ヒ ス タ ミ ン

遊離量 の 減少を認 め た．

　2） ホ ヤ精製抗原 EiM に よ る ヒ ス タ ミ ソ 遊離量 は ，
103倍液 で 35．6±11．7ng／ml と最大 の ヒ ス タ ミ ソ 遊離

を示 し た，10i倍 液 で は ヒ ス タ ミ ン 遊離量は やや低値

　
ヒ

ス

タ

ン

離
率

（％ ）

　 　 　 　 　 　 　 　 抗原 譲度

醒ll．ホ ヤ 糧抗原 に よ る ヒ ス タ ミ ア 遊離率

を示 した が，そ の 差は 謹少 で 103倍液 と有意差 は ない ．

1  3
倍液以 下 で は 抗原 を 希釈す る に した が い ヒ ス タ ミ

ン 遊離量 は 減少を示 した．

　 II，各種 ホ ヤ 抗原添加 に よ る試験管内 ヒ ス タ ミ ソ 遊

離率

　 1） ホ ヤ 粗抗原添 加 に よ る ヒ ス タ ミ ン 遊離率 （図 1）

　 ヒ ス タ ミ ソ 遊離率 はx20 焙液で 51．4±6．8％，10z 倍

液 で 20．7± 5．6％，IO3倍液で 10．3± 3，9％，1D4培液 で

4、0± 1．6％，10s倍 液 で 2、1± L4 ％，106倍液 で 6．3±

4、1％ で あ っ た． ヒ ス タ ミ ン 遊離率 は 20倍液に 比 ぺ 10！

倍液以 下で 有意の 低値を示 し た．20倍液 で 最大 の 遊離

率を示 し，添加する抗原を希釈す るに した が い ヒ ス タ

ミ ン 遊離率 は 低下 した ，

　2） ホ ヤ 精製抗原 D 添加 に よ る ヒ ス タ ミ ン 遊離率（図

2 ）

　 ヒ ス タ ミ ソ 遊離率は．102倍液で 46．9± 6．3％ ， IO3倍

液 で 39．1± 7．8％，IO4倍液 で 25，1± 4．3％，1  5
借液で

7．2± 2．7％，
106焙液で 3．7± 2．1％で あ っ た．102倍液に

比 べ て 103倍液以下 で 有 意 の 低値を示 し た．102倍液 で

最大の 遊離を示 し，添加す る抗原を希釈す る に した が

い ヒ ス タ ミ ソ 遊離率 は 低 下 した ．

　3） ホ ヤ 精製抗原 Gi．rep 添加 に よ る ヒ ス タ ミ ソ 遊離

率 （図 3）

表 1 全血 ヒ ス タ ミ ン 値 お よ び ヒ ス タ ミ ソ 遊 離 量

添 加抗原 例 数 全血 ヒ ス タ ミン 値 ヒ　　ス 　　タ　　　ミ　　 ン 　　遊　　離　　量

抗　　原　　希　　釈　　濃　　度

20倍 1（尸倍 103借 蓋o看倍 105倍 1ぴ 倍

握 抗原 8 ア1．7± 25．134 ，0± 8」 17，1±6．7°6 °5．？± 1．5鱒 2．6± o、8眇’ 三．2± o、6°°° 2．8± 1．4”

精　 D

毳G聯

原　 EiM

577 38．0± 8、9
68．8± 143

68．7± 26．O

8．5± 5．5
1．8± 9ユ

3．2± 10．4

15．8± 5．4鱒

5．6± 6．2’ 喧

　．6± まL7

9．9士 2，7°

4．9±　L2 °

5，8± 10．2

2．2士0．9． °

蘆．2± LO °

7．7士2．0°

O．8±0．4°

1．5± o．8．

3．8± 1．9°

゜ p＜ 0．05　　
− p く 0．02　　

． ° ° p＜ O．Ol　　meam ± SEM （ngXml ）

．．
暈

鑾
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　ヒ ス タ ミ γ 遊離率は ，ID2倍液で 47．2± 7、2％，1e3倍

液で 482 ± 7，2％，104倍液で 37．5±8．9％，105倍液で

12．4± 3．2％，les倍液で 8．2± 5．0％ で あ っ た．1ez倍液

に 比 べ て los倍液，10fi倍液で 有意の 低値を 示 した．103

倍液で最大 の遊離を示 して い るが、102倍液 と1  倍液

と で は ほ とん ど差を認 め な い 、1  ‘

倍液以下 で は抗原

を希釈するに した が い ヒ ス タ ミ ノ 遊離率は 低下 し た．

考　察

図 2．，t，ヤ 精製抗原 D に よ る ヒ ス タ ミ ソ 遊離率．
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図 3．ホ ヤ 精製抗原 Gl・rep に よ る ヒ ス タ ミ γ 遊 離 率
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図 4 ．ホ ヤ 精 製 抗 原 EiM に よ る ヒ ス タ ミ ソ 遊 誰 率．

　ヒ ス タ ミ ソ 遊離率 は 102倍液で 49．6± 8．O％，103倍液

で 20、7± 5、O％ ， 104倍 液 で 1θ，3±2．9％，　 los倍 液 で

1．7± L4 ％，1〔戸倍液 で 2．7± L4 ％で あ っ た ．102倍液

に 比 べ て 1 3 倍液以下で 有意の 低値を示 した．10z倍液

で 最大の 遊雛を 示 し，添加す る抗原を希釈す る に した

が い ヒ ス タ ミ ソ 遊離率 は 低下 した．

　4）ホ ヤ 精製抗原 EiM 添加 に よ る ヒ ス タ ミ γ 遊離率

（図 4）

　気管支喘息 の 原因抗原 を in　vitro で検索す る 方 法 と

して ，従来 RAST ，好塩基球脱顆粒試験 お よ び 試験管

内 ヒ ス タ ミ ン 遊離試験 が 行われ て い る．1941年，Katz

and 　Coheni3，は ブ タ ク サ 過敏症患者 の ヒ i 白血球に ブ

タ ク サ 抗原 を添 加 す る と ヒ ス タ ミ ン が遊離 さ れ る こ と

を証明 して 以 来， ヒ ス タ ミ ン 遊離 に 関す る数多 くの 研

究 が な され 現在 で は 試験管内 ヒ ス タ ミ ソ 遊離試 験は

ア レ ル ギ
ー
性疾患 に お け る有力な検査法の

一一一つ と な っ

て い る ．試験管内 ヒ ス タ ミ ソ 遊離試験に は 全盈1法
叩 3｝｝4i

と白血 球法
15 ｝i6 ）がある．全血法は 白血球法 よ り使用す

る血液が少な く，ま た 白血球 を分離す る 手技 が 省略 で

き，と くに小松｝こ よ る Shore’i］の 改良法
L2♪

を用 い れぽ，

白血 球法 に 比 べ て 約 1／5か ら1／20の 採 血 で す む．し た

が っ て ，今回 の よ うに 同
一患者で 多く の 血液を必要 と

す る 場 合 に は 全血法 が 適 し て い る．

　
一
方，試験管内 ヒ ス タ ミ ン 遊離試験で添加する ホ ヤ

抗原は ，従来 Dextrose−Phene！法 に よ り作製 さ れ た 粗

抗原 の ほ か に ，岡，城ら
匙〕−3加に よ り精製された精製抗原

D ，Gi・rep ，　EiM が あ る．分子量 は D が 1 × 1  ‘

，　Gl・rep

が1．1× IOs，　EiM が 23x104で あ り、　 D
，
　Gi・rep ，　EiM は

ホ ヤ 喘息患者 に 対 し高 い 皮膚反応活性 を 示 す，粘膜反

応活性は D に は あるが ， G霊・rep ，
　EiM に は ない

3》．減感

作療法 に お け る 1gG 抗 体 の 産生et　EiM ，次 い で G三・

rep で 著明で あ り，　 D で は よ り少な い と報告され て い

る
3 ｝6）．

　著者 らは ，
ホ ヤ 喘 息患老 に お い て ホ ヤ 粗抗原，精製

抗原 D ，G三・rep ，　EiM を添加 した 場合 の ヒ ス タ ミ ン 遊

離お よ び そ の dGse　dependentの 有無 に つ い て 検討 し

た．最大の ヒ ス タ ミ ン 遊離 は ホ ヤ 粗抗原，精製抗原D，

Gi・rep お よ び EiM に お い て は，そ れ ぞれ 2 倍液 ，
10i

倍液，102倍液，103倍液で あ b，それ以下 の 抗原濃度

に な る に した が い 減少 し た．EiM で は 10z借液 と103倍

液 で ほ ぼ同程度 の 遊雌を示 した ．田原
Lη は室内塵抗原

N 工工
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を用 い た ヒ ス タ ミ ン 遊離試験に お い て，…
定濃度以上

の 抗原 を添加す る こ とが ヒ X タ ミ ン 遊離 に は 必要 で あ

る と述 べ て い る が，著者 らの 成績 か ら み て も105Pto以 ド

の農度で はすべ て の 抗原 に お い て ヒ ス タ ミ ノ 遊離は 微

量で あ っ た．通常，室内塵，舞粉抗原，ブ タ ク サ 抗原

を添加 した 場合 の ヒ ス タ ミ γ 遊離試験で は，抗原濃度

を増す と，あ る濃度で ヒ ス タ ミ ン 遊離率は 最高値 に 達

する が，さらに 抗原濃度を増す とか え っ て 遊離率 は 低

下す る と い おれ て い る
tS ｝
−2° ）

．　 EiM を の ぞ く 3種 の ホ

ヤ抗原 で は 濃度を増す と最高殖を示 して い た が，それ

以上の 濃度 に 関し て は ，ホ ヤ 抽 出液 を 10倍，100倍 に 濃

縮し て 検討す る だ けの 抗原量 が 得 られな い た め 検索す

る こ と がで きなか っ た．し か し著者 らの 成績 で は EiM

に ょ る ヒ ス タ ミ ソ 遊離 率 は 103屠液で 最高値 を示 した

こ と か ら，10：’
倍液以上 の 抗原濃 度で 試験管 内 ヒ ス タ

ミソ 遊離試験を行えば ヒ ス タ 1 ン 遊離率が低下す る 可

能性 もあ る L

　 ホ ヤ 抗原 の 濃度 は ， 粗抗原 で は 蛋 白窒素量あ た りで

表現され 。精製抗原 は 酸性 ム コ 多糖蛋白複合体 と し て

抗原の絶対量 で 表境 され て い る，し た が っ て 精製抗原

間で は 同
一

濃度で 比較す る こ とが で きる が，粗抗原間

で は 同
一

濃度 で 論 じ る こ とは で きな い ．し か し な が ら

著者 らの 成績で は ，粗抗原，精製抗原 ともほ ぼ 同様 の

ヒ ス タ ミ ン 遊離を示 した ．

　ホ ヤ 抗原 に よ る ヒ ス タ ミ ン 遊離試験は 粘膜反応活牲

と一致 し て い る．した が っ て 租抗原，精製抗原 D ，Gi−

rep，　EiM に は ヒ ス タ ミ ン 遊離 を お こ す因子が 含 ま れ

てお り，こ れ は皮内反応 活性を示す因子 と同
．．一

の もの

と思わ れ る．

結　語

　ホ ヤ 瑞息患者に お い て ホ ヤ 粗抗原，精製抗原 D
，
Gi−

「ep ，　EiM 添加 に よ る 試験管内 ヒ ス タ ミ ソ 遊離試験 を

行い ，以下 の 結果を得た．

　ホ ヤ 粗抗原，精製抗原 D ，Gi・rep に よ る ヒ ス タ ミ ン

遊離率は，最 も高い 添加抗原濃度，それぞれ 20倍液，
102碚液 で 増大 とな り，添加 す る 抗厚 を希釈する に し

た が い 低下 し た．ホ ヤ 精製 抗原 EiM に よ る ヒ ス タ ミ ン

遊離率は ，los倍液 で 最大 で あ り， 102倍液と 103倍液 の

間で ほ と ん ど差 を認 め ず，10殕 液以下 で は 添加 す る抗

原を希釈す る に した が い 低下 し た．ま た 各種 ホ ヤ 抗原

Ut加 に お け る最大 ・ ス タ ミ ソ 遊離率 は ，ρま綱 程度で

あ っ た ，

　以上 の 結果 か ら．各種ホ ヤ 抗原 に よ る ヒ ス タ ミ ソ 遊

離 は 添加 す る 抗原 濃度に 比 例す る こ とが 判明 した ．

　本論文の 要 旨 の 一
部 は 第31匳 H 本 ア レ ル ギ

ー
学会総会 お

よ び 第ll回 国際 ア レ ル ギ
ー
学会議に て 発 表 し た．
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　　In　vitro 　histamine　re ］ease 　tes亡s　With　fGロr　types　of　the　sca ・squirt 　antigens 　were 　perfomled　in　a　patient　with 　sea
−

squir重asthma ．These　a 瀬 gens　were しhe　crud6 　a皿tigen　and 　the　three　purified　types　of　antigens ，　D 〔molecular 　w
’eight 　of

10，000），Gi一Tep 〔HO 、OOO｝and 　EiM （23、000｝．　The　resuits 晒
・ere 　as 　fo［lows；

　　Maximal 屈stamine 　 relcase 　 with 　crude 　 ant ［gen，　purified　 D　and 暮en 　 and 　Gi−rep 　ant ｝ge日 was 　observed 　 at　con ・

cerltrations 　of 　20，10E　altd 　les，　respectively ，　The 　percent　of　histamine　release 　af ヒer　chal ！enge 　wlth 　crude ，Dand 　Gi−rep

an 巨gens　decrea§ed　in　propo由 on 　to　the 　diLution　of　antigen 　Maximal 　histamineτelease　with 　E｛Mantigen　was 　observed

at　the　concentration 　of　102，　but　the　percent　of　histamine　release 　was 　not 　different　at　concentrationg ．　of　102and　lO，

，　and

decreasc引 口 propQrt｛on 　to　the　dil面 on 　oI　anUgen 」t　was 　shown 　that　the　histamine　release　with 　the　four　types　of　the

sea6quirt 　antigens 　was 　prepor　ional　to　the　concentration 　of　these　antigens ・
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